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 Abstract  A growing body of evidence indicates that natural killer (NK) cells are paramount to the  identification  and  elimination  of  cancerous  and  pre‐cancerous  cells  during normal  immunosurveillance.  In addition, NK cells provide a vital  link between  the innate  and  adaptive  immune  systems  during  an  anti‐tumoral  response.  In  the present study, a novel fusion protein was designed from the extracellular portion of mouse UL16‐binding protein‐like  transcript 1  (MULT1), a  ligand  for  the activating NKG2D  receptor  on  NK  cells,  and  a  short  arginine‐glycine‐aspartic  acid  (RGD)  ‐containing peptide, which binds the integrin αvβ3 of tumor‐specific neovasculature. 
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Cell killing by NK cells requires direct cell Fig. 6: The perforin‐granzyme cell killing mechanism. Trapani & Smyth, 2002 
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contact between effector and target. Killing may occur by two pathways: in the first, a 
membrane puncturing protein called perforin and a group of serine proteases called 
granzymes are secreted by exocytosis into the fluid surrounding the target cell. As 
perforin pierces the membrane, granzyme enters and begins to digest the intracellular 
contents. Between the disruption of the membrane and the toxic environment within, the 
cell is under a great deal of stress. In addition, granzyme may actually directly activate 
cell death pathways through interaction with apoptotic caspases. Thus, the perforin 
granzyme pathway induces rapid apoptosis of target cells (Fig. 6). The second cell death 
pathway occurs when FAS ligand on the killer-cell membrane causes target cell death 
receptors, such as FAS (CD59) to aggregate on target cell membrane. The result is the 

















































































































Fig. 13: MULT1E-RGD Protein Confirmation Assay 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 
A 
Integrin αvβ3 + 
untransfected B16 
regular medium (-) 
Integrin αvβ3 + 
untransfected B16 min. 
serum medium (-)       
B 
Integrin αvβ3 + clone 
#11 regular medium (-
) 
Integrin αvβ3 + clone 
#11 min. serum 
medium (-)       
C 
Integrin αvβ3 + clone 
#16 regular medium (-
) 
Integrin αvβ3 + clone 
#16 min. serum 
medium (-)       
D 
Integrin αvβ3 + clone 
#3 regular medium 
(+) 
Integrin αvβ3 + clone 
#3 minimal serum 
medium (+)       
E 
Integrin αvβ3 + clone 
#8 regular medium 
(+) 
Integrin αvβ3 + clone 
#8 minimal serum 
medium (+)       
F 
Integrin αvβ3 + clone 
#26 regular medium 
(+) 
Integrin αvβ3 + clone 
#26 minimal serum 
medium (+)       
G 
Integrin αvβ3 + clone 
#28 regular medium 
(+) 
Integrin αvβ3 + clone 
#28 minimal serum 
medium (+)       
H 
Integrin αvβ3 + NO 
medium (-) 
untransfected B16 



































Fig. 16: UV spec for midipreps of 1a & 13c 
  260.0/280.0 Conc. Ug/mL conc. Ug/ul 
1a 1.865 1627.5 1.63 






































Fig. 20: In vivo tumor progression 
  d. 11 d. 14 d. 16 d. 18 d. 20 d. 22 d. 24 

















































175.9 381.2 580.7 2672.2 5502.2 7989.2 
EUTH - 
size 
326.2 695.2 1786.7 2368.8 8120.7 13118.2 
EUTH - 
size 




93.9 115.2 222.8 635.2 9611.1 12445.2 
EUTH - 
size 
143.6 839.4 1773 2160.5 7005.5 9978.6 
EUTH - 
size 
212.73 478.8 877.2 DEAD DEAD DEAD DEAD 




114.3 731.4 1194.9 3209.7 5417.2 7899.6 
EUTH - 
size  
Fig. 20: measurement of tumor sizes in mice injected with untransfected B16 cells, clone #11 cells (not expressing MULT1E‐RGD), and clones #8 and #26 (expressing MULT1E‐RGD). Notably, mice injected with cells that express MULT1E‐RGD develop large tumors, but do not develop necrotic abscesses. Mice injected with negative control cells, however, had to be euthanized early due to necrotic, open tumors.  
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Fig. 21: Growth curves for tumors either expressing MULT1E‐RGD fusion protein (#8 & #26) of not expressing MULT1E‐RGD fusion protein (B16 control & #11). Although growth curve indicates possibly faster growth of protein‐expressing tumors, the curve is a representation of the average tumor growth all mice injected with the given cell line. In general, mice injected with tumors expressing the fusion protein lived longer, and therefore developed larger tumors, whereas those injected with control tumors were euthanized early, and therefore tumors were smaller.  
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A.  
B.  
C.  
D.  
Fig. 22: Phenotypic difference between tumors expressing MULT1E‐RGD fusion protein, and tumors not expressing the protein. A&B: Tumors of mice not expressing MULT1E‐RGD. Mouse was euthanized on day 18 due to necrotic hole in tumor. C&D: tumor on mouse injected with clone #8. Tumor is large, but shows no sign of opening. Mouse was euthanized on day 24 due to size of tumor and end of study.  
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  4.0 Discussion  4.1 CONSTRUCTION OF RECOMBINANT MULT1E‐RGD VECTOR: In order to produce a protein that incorporates both the extracellular domain of MULT1 that activates the NKG2D receptor, and the RGD peptide sequence that binds αvβ3 integrin, it was necessary to design a DNA template that could generate such a sequence when the correct primers were employed. First, mRNA encoding the extracellular domain of MULT1 was reverse transcribed from mouse thymocytes to produce cDNA.  Next, a DNA sequence was added to the MULT1E gene which would code for the hinge portion of mouse IgG. The purpose of the hinge domain of the MULT1E‐RGD protein will be to allow for mobility in the protein such that steric hindrance does not interfere with RGD binding to integrin αvβ3, or MULT1 binding to NKG2D (Kotturi, et al., 2008). Finally, the MULT1E‐RGD gene construct was completed by running a polymerase chain reaction using the MULT1E‐hinge sequence as the template DNA, along with specially designed primers. These primers added restriction enzyme digest sites to the ends of the gene construct so as to allow for easy insertion into a recombinant vector. In addition, the reverse primer contained the sequence encoding the RGD peptide motif, thereby adding the RGD portion of the protein onto the 3’ end of the gene construct. The reverse primer also 
MUL1E‐RGD Fusion Protein    Meg Steiner 
  51 
coded for a small portion of the hinge domain of the template DNA. This portion of the primer ensured that the final DNA product would incorporate all of the necessary components to code for the entire fusion protein.    The MULT1E‐RGD gene construct was then inserted into a recombinant vector so as to allow for transformation of bacterial cells with the gene‐containing plasmid. The pcDNA3.1 (+) vector, by Invitrogen, was chosen for several reasons. First of all, the vetor contains restriction enzyme digest sites for both BamHI and HindIII. Thus, the PCR product could be easily inserted into the linearized vector and subsequently ligated. Secondly, the resultant plasmid would contain genes for ampicillin resistance along with neomycin resistance. These antibiotic resistance genes would allow for selection of positive clones both following bacterial cell transformation and ultimately B16 cell transfection, respectively. Finally, the pcDNA3.1 (+) vector contains a signal sequence, which will tag the protein for secretion immediately following translation.    4.2 TRANSFORMATION OF COMPETENT CELLS WITH pMULT1E‐RGD:  In order to confirm that the DNA sequence produced by PCR was, in fact, consistent with the targeted MULT1E‐RGD fusion protein gene, competent cells were transformed with pMULT1E‐RGD, plasmid DNA was isolated by way of miniprep, 
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and DNA was sent off for sequencing. Sequencing confirmed that not only was PCR amplification of the MULT1E‐RGD gene accurate, but insertion into the pcDNA3.1 (+) recombinant vector was successful, ampicillan‐resistance was retained by the competent cells, and the plasmid was easily replicated by the cells. Further culture of positive colonies 1a and 13c allowed for extraction of greater quantities of plasmid DNA, which could ultimately be used to transfect a murine cancer cell line.    4.3 TRANSFECTION OF B16 MOUSE MELANOMA CELLS WITH pMULT1E‐RGD:  Two wells of a 6‐well plate containing a mouse melanoma cell line were transfected with pMULT1E‐RGD. The first of the wells served as a transient transfection study, in which transcription of the fusion protein gene was measured 48 hours after transfection and in the absence of selective medium. The purpose of this procedure was to confirm the ability of B16 cells to express the fusion protein gene.  In the absence of selective medium, cells are not pressured to preferentially express antibiotic resistance genes and therefore are likely to express the fusion protein gene more readily. After only 48 hours, though, the fusion protein gene has likely not been stably incorporated into the genomic DNA of most B16 cells. Thus, gene expression is only transient, and may be lost if no pressure is placed on the cell lines to continue expressing the gene. This pressure comes from the application of antibiotic to the medium.  mRNA analysis of B16’s from the transient transfection, 
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therefore, confirmed the ability of B16’s to express the gene, but it did not establish stable cell lines.   Accordingly, the second well of the 6‐well‐plate was transfected with the purpose of establishing stable clones expressing pMULT1E‐RGD.  By culturing cells at a very low concentration in selective medium containing neomycin, it was possible to isolate specific clones of cells which were resistant to neomycin. Since neomycin resistance is not native to the B16 cell line, it must be delivered by the recombinant vector with which cells were transfected. Thus, in some cases, neomycin resistance should be linked to expression of the fusion protein gene. The establishment of stable cell lines allows for analysis of cancer cells which have incorporated pMULT1E‐RGD into their genomes. This is significant, since transfection only ensures that a cell may use the DNA that is introduced, but does not necessarily guarantee that DNA is integrated in the genome. Thus, a cell line that incorporates the gene of interest in its genome and constitutively expresses that gene will maximize the output of fusion protein. These stable cell lines, all with the same genotype, can then be analyzed for protein and RNA expression profile. In addition, stable cell lines are useful in animal studies.    4.4 MULT1E‐RGD PROTEIN CONFIRMATION:  
MUL1E‐RGD Fusion Protein    Meg Steiner 
  54 
As previously described (Stilletti et al., 2001), purified integrin αvβ3 can be adsorbed onto 96‐well microtiter wells by a simple, overnight incubation. Given that the RGD portion of the MULT1E‐RGD fusion protein aims to bind the developing tumor vasculature via a high‐affinity interaction with integrin αvβ3 expressed on tumor‐associated endothelial cells, protein analysis  by this particular method serves two major purposes. First of all, a positive ELISA result – namely an increase in fluorescence of specific wells of the microtiter plate – indicates the presence of fusion protein in the medium of the associated cell line. Thus, the four cell lines which showed transcription of the MULT1E‐RGD fusion protein gene appear to be translating MULT1E‐RGD to protein, as well. This assay also confirms that the protein is in fact being secreted by the B16 cells, since only the medium is used for the assay, and therefore membrane‐bound protein could not elicit a positive result here. Interestingly, each of the cell lines expresses the protein at relatively equal levels. In addition to confirming the presence of protein, however, an integrin‐based ELISA protocol, like the one employed here, carries functional significance. It shows that not only is the protein of interest present, but the RGD portion of the protein is functioning as it is intended to function: it effectively binds integrin αvβ3. This result is paramount to the overall implications of the experiment, since integrin αvβ3 is selectively expressed during tumor‐associated angiogenesis. Thus, it can be inferred that RGD is an effective tool for targeting MULT1E to the tumor vasculature.    
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4.5 IN VITRO CELL GROWTH:  Because the animal study would be largely focused on how MULT1E‐RGD expression affects tumor size and progression in injected B16 tumors, it was necessary to determine if there was a difference in growth rate among the various cell lines to be tested in the animal study. Because there appears to be no significant difference in in vitro growth rates among the 4 cell lines, it was assumed that any difference in tumor progression in vivo was a result of the mouse system response to the tumor, and not a result of the inherent growth capacities of the various cell lines.    4.6 IN VIVO TUMOR PROGRESSION: For the first two weeks following tumor cell injection, the four cell lines appeared to grow at relatively equal rates, regardless of fusion protein expression. This coincides with the data gathered in the in vitro cell growth study. After about two weeks, however, the growth of the experimental tumors seemed to plateau. Unfortunately, it was impossible to determine the long term growth trend of the tumors, since mice had to be euthanized once tumor diameter reached 2 cm. This may indicate that the immune system has waged an attack on the tumor and has begun to stymie its growth. It may also indicate that the tumor vasculature is compromised, and therefore the tumor is beginning to reach its maximum volume. To better determine the pattern of growth in these tumors, a second study should be 
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done in which fewer B16 cells are injected initially. Tumor growth should then be measured over a longer period of time. The reasons for the discrepancies in tumor growth might be elucidated by histological study of the tumors, as well as cell staining to define what types of cells inhabit the tumor.   In addition to the difference between growth rates is the striking difference in phenotype between the tumors expressing MULT1E‐RGD and the tumors not expressing the protein. Interestingly, control tumors rarely reached the 2cm humane endpoint because the mice had to be euthanized earlier due to a large, dark abscess that invariably ruptured from the apex of the tumor. Experimental tumors, however, were allowed to grow much longer because the tumors did not develop this abscess. Thus, the tumors grew to a larger size.  B16 tumors typically become obviously necrotic by the time they reach about 1.5 cm in diameter. The point at which mice must be euthanized is denoted the obvious opening that appears at the apex of the tumor. This abscess, which is very dark and deep (~2/3 the depth of the overall tumor) relative to the tumor size, is probably due to the highly aggressive nature of the B16 cell line. The tumors that showed significant expression of MULT1E‐RGD fusion protein were visibly different from the control tumors, however. Fusion protein‐secreting tumors did not develop necrotic abscesses and almost never opened. Interestingly, these tumors still grew to be quite large, but they seemed to take on a markedly different phenotype. In some instances, tumors 
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could reach 4cm in diameter without erupting, however most were euthanized by the time tumor diameter reached 2‐3 cm.   This difference in phenotype could be indicative of an anti‐tumoral immune response. This is evidenced by the slight decrease in growth rate of the tumors in addition to the change in tumor phenotype. More study should be done on this particular characteristic of the transfected cell lines. Histological exploration of the tumors and the surrounding tissue might provide indications of the amount of inflammation caused by the tumor. Cell staining could indicate the amount of tumor‐infiltrating lymphocytes, macrophages, and other immune cells are present in and around the tumor. Finally, TUNEL assays might reveal a difference in the kind of cell death that is occurring among the different cell lines. By gross examination alone, there appears to be less necrotic material in the tumors that expressed MULT1E‐RGD. It might be hypothesized that the fusion protein present in the two positive cell lines (#8 & #26) is eliciting an immune response, which is causing a higher infiltration of immune cells (and this could affect the apparent volume of the tumor), more apoptosis relative to necrosis, and ultimately a slow decline in cell growth rate. Certainly more in vivo studies should be done concerning the MULT1E‐RGD fusion protein’s effect on tumor morphology and the anti‐tumoral immune response.  
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 5.0 Conclusion  According to the results obtained in this study, it can be concluded that fusion of the extracellular portion of MULT1 with a short peptide sequence containing RGD presents a fusion protein with many interesting properties requiring further investigation. First, the fusion protein appears to successfully home to the tumor neovasculature by way of the integrin αvβ3. Secondly, the protein has some effect on tumor cell growth in vivo, which depends on an interaction with the mouse itself, since there appears to be no difference in growth rates of cells in vitro. Finally, tumors which express MULT1E‐RGD appear to grow at a different rate and undergo morphological changes as a result of transfection with the fusion protein. These changes are only observed in the live mouse model, indicating that phenotypic changes in the tumor are due to some interaction with the mouse system.  
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